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DESCRIPTION 

La presents invention concerne un milieu de culture et 
d' identification specif ique de levures et un precede d* analyse 
microbiologique pour identifier specif iquement les levures Candida 
5 albicans et Candida tropicalis et/ou diff^rencier les levures 
C. albicans et C. tropicalis, 

L'espece C. albicans est la plus coininunement isolee a 
partir d' echantillons cliniques et provoque des infections plus ou 
moins importantes de la peau, des ongles et des muqueuses chez les 
10 individus presentant des defenses immunitaires normales et des 
infections tres serieuses chez les individus affaiblis et notamment 
ceux infectes par le Virus de 1 ' Immunodef icience Humaine (VIH) . 
Selon les etudes C. tropicalis est la deuxieme ou troisi^me espece 
en frequence d'isolement dans les prfelevements d' origins humaine. II 
15 est done essentiel non seulement de pouvoir detecter tr^s rapidement 
la presence de ces levures dans des pre lavements, mais 6galement de 
differencier celles appartenant ^ l'espece C. aiJbicans, de celles de 
l'espece C. tropicalis. 

Pour cela, il a ete propose ces dernieres annees de 
20 nombreuses techniques pour identifier rapidement les levures 
C. albicans. Le plus grand nombre d'entre elles est base sur la mise 
en evidence d'une activite hexosaminidase ^ c'est-a-dire d'enzymes 
ayant une activite N-acetyl-fi-D-glucosaminidase ou N-acetyl-B-D- 
galactosaminidase ou N-acetyl-5-D-mannosaminidase (FR-2 684 110, FR- 
25 2 65 9 9 82). Neanmoins ces precedes souffrent d'une specif icite 
reduite vis-a-vis des levures de l'espece C. tropicalis. 

Les inventeurs de la presente invention ont decouvert qu'en 
inhibant une activite enzymatique de l'espece C- tropicalis, 
notamment 1' activite hexosaminidase, il 6tait possible de pallier 
30 aux inconv§nients des tests pr6cit6s et ainsi d'apporter un moyen 
d' identification et/ou de dif f erenciation des levures, notamment de 
C. albicans et C. tropicalis, rapide et peu couteux. 

Par ailleurs, 1' activite enzymatique glucosidase a deja 
fait I'objet de recherches par certains documents, comme Casal, M. 
35 et Linares, M.J. « Contribution to the study of the enzymatic 
profiles of yeast organisms with medical interest » Mycopathologie 



2 



81^155-159 (1983). Cette actlvite est positives chez quelques souches 
de C. albicans, C- tropicalis et Candida pseudotropicalis (appele 
aujourd'hui Candida kefyr) , mais negatives pour les autres Candida, 
par example C. parapsilosis , C. guilliermondii , C. krusei. 

5 II est done apparu interessant d'essayer de cumuler, dans 

un meme milieu, la possibilite de rechercher deux activit^s 
enzymatiques differentes, c' est-a-dire hexosaminidase et 
glucosidase. Or on constate que, dans les milieux selon 1* invention, 
ce cumul permet de diff^rencier plus precisement les C. albicans par 

10 rapport aux C. guilliermondii, C. kefyr, C. lusitaniae et/ou C. 
tropicalis et par rapport aux autres Candida, mais egalement de 
differencier les C. guilliermondii, C. kefyr, C. lusitaniae et/ou 
C. tropicalis par rapport aux autres Candida, 

Bien entendu, il est prevu d'associer, dans un meme milieu, 

15 aux substrats specifiques des activites hexosaminidase et 
glucosidase, que I'on recherche, un inhibiteur selon 1' invention, et 
meme un activateur de I'activite hexosaminidase. 

L'objet de 1' invention est done un milieu de culture et 
d' identification specif ique de levures comprenant un substrat 

20 chromogene ou fluorigene, susceptible d'etre hydrolys^ par une 
enzyme du groupe des hexosaminidases, caracterise en ce que le 
milieu comprend en outre au moins un compose selectivement 
inhibiteur de I'activite hexosaminidase de Candida tropicalis . 

Grace a 1' invention, le milieu de culture permet notamment 

25 1 • identification specif ique des levures de I'esp^ce C. albicans 
et/ou C. tropicalis , 

Selon un mode de realisation pref^rentiel de 1' invention, 
le milieu de culture comprend en tant que compose selectivement 
inhibiteur une amide de formule (I) : 

30 

(I) R- (CO-NR'R' ' )n 

dans laquelle, premierement , soit R, R' et R' ' sont, independamment 
les uns des autres, constitues par : 
35 un atome d'hydrogene, 
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- une chaine hydrocarbonee, saturee ou insaturee, 
aliphatique ou cyclique, coinportant eventuellement au moins un 
heteroatome, 

soit chacun des R et/ou R' et/ou R" forment ensemble une chaine 
5 hydrocarbonee cyclique, saturee ou insaturee, comportant 

eventuellement au moins un heteroatome, 

et deuxitaeht, n est un norabre entier superieur ou egal a 1. 

Selon 1' invention, par une chaine hydrocarbonee 

"comportant" au moins un heteroatome, on entend que la chaine 
10 hydrocarbonee peut etre substituee par au moins un substituant tel 

que notamment -NH2, -COOH, -SH, et un atome d'halogene, et/ou peut 

etre interrompue par au moins un heteroatome tel que notamment 0, S, 

et N. 

Selon un mode de realisation pr^ferentiel de 1' invention, 
15 le milieu de culture comprend en tant que compost selectivement 
inhibiteur une amide de formule (I): 



(I) 



R-(CO-NR'R") 
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dans laquelle, premierement / R, R' et R' ' sont, independamment les 
uns des autres, constitues par : 

- un atome d'hydrog^ne, 

- une chaine hydrocarbonee aliphatique, 
5 et, deuxiemement , n est egal ^ 1 ou 2. 

Selon un mode de realisation tres preferentiel de 
1' invention, le compose selectivement inhibiteur est une acetamide. 

Selon un autre mode de realisation de 1' invention, le 
milieu de culture comprend un activateur specif ique de 1 ' enzyme 
10 hexosaminidase de C. alhlcans . 

Selon un mode de realisation prefere de 1' invention, 
1' activateur specif ique de 1* enzyme hexosaminidase est la N-ac^tyl- 
glucosamine . 

Selon un autre mode de realisation de 1* invention, le 
15 milieu de culture comprend un melange de composes selectivement 
inhibiteurs - 

Selon un mode de realisation prefere de 1' invention, le 
melange de composes selectivement inhibiteurs est constitu6 
d' acetamide et de formamide. 
20 Selon un mode de realisation prefer^ de 1' invention, le 

milieu est liquide ou gelifie. 

Selon un mode de realisation de 1' invention, le milieu de 
culture est gelifie et comprend pour 1 litre : 

- peptones ou melange de peptones 0,01-40 g 
25 - extrait de levure 0,01-40 g 

- glucose (source de carbone) 0-10 g 

- tampon phosphate (pH entre 5 et 8,5) 2,5-100 mM 

- 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-N-acetyl- 
fi-D-glucosaminide 20-600.10"^ M 

- acetamide 0,01-20 g 

- inhibiteur de bacteries 0-20 g 
30 agar 11-20 g 

Selon un autre mode de realisation prefer^ de 1* invention, 
le milieu de culture gelifie ou liquide decrit ci-dessus comprend de 
plus de la N-acetyl-glucosamine ^ 1,0 g/1 . 
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Selon un autre mode de realisation prefere de 1' invention, 
le milieu de culture gelifie ou liquide decrit ci-desssus comprend 
de plus de la formamide a 0,5 g/1. 

Un autre objet de 1' invention est un precede d' analyse 

5 microbiologique pour identifier selectivement les levures 
C. albicans et/ou C. tropicaiis et/ou differencier les levures 
C. albicans et C. tiopicalis, caracterise en ce que I'on met 
directement I'echantillon a analyser au contact d'au moins un milieu 
d' identification decrit ci-dessus. 

10 A cet effet la presente invention concerne egalement un 

milieu pour la detection et identification specif ique de levures, 
• qui est caracterise par le fait qu'il comprend deux substrats, un 
premier substrat, chromogene ou- fluorigene, susceptible d'etre 
hydrolyse par une enzyme du groupe des hexosaminidases, et un second 

15 substrat, chromogene ou fluorigene, susceptible d'etre hydrolys6 par 
une enzyme du groupe des glucosidases. 

Selon un mode prefere de realisation de 1' invention, dans 
ce milieu, chaque substrat est constitue d'une partie specif ique de 
1' enzyme et d'une partie marqueur, caracterise par le fait que la 

20 partie marqueur du premier substrat est, differente de la partie 
marqueur du second substrat. 

- , i. «^AfA,-A real 1 cafion Hp I'lnVPntiOH. 




especes de levures Candida, qui est caracterise en ce que I'on met 
directement 1' echantillon en contact avec un milieu selon I'une 
quelconque des revendications 13 ou 18, que I'on attend que des 
colorations apparaissent dans le milieu et que 1' on identifie, par 
5 des differences de colorations, les C. aijbicans par rapport, d' une 
part, aux C. gullliermondilf C. kefyr, C. Jusitaniae et/ou 
C. tropicalis et, d' autre part, aux autres Candida, ainsi que les 
C. guilllermondll, C. kefyr, C. lusltaniae et/ou C. tropicalis par 
rapport aux autres Candida, 

10 L' on attend entre 36 et 60 heures et avantageusement 

sensiblement 48 heures, lorsque le milieu ne contient pas 
d'activateur ou d' inhibiteur . 

L' on attend entre 18 et 30 heures et avantageusement 
sensiblement 24 heures, lorsque le milieu contient un activateur ou 

15 un inhibiteur. 

Selon un premier mode de realisation, ces proc6d6s 
permettent d' identifier C. albicans, C. guilliGrmondii, C. kefyr, 
C. lusitaniae et/ou C. tropicalis par rapport aux autres Candida, 
lorsque le milieu contient : 

20 - un substrat d' hexosaminidase, et/ou 

- un substrat de glucosidase, et/ou 

- un activateur d' hexosaminidase, et/ou 

- inhibiteur d' hexosaminidase . 

Selon un deuxieme mode de realisation, ces precedes 
25 permettent d' identifier C. albicans par rapport aux 

C. guilliermondii, C. kefyr, C. lusitaniae, C. tropicalis et/ou aux 
autres Candida , lorsque le milieu contient : — 

un substrat d' hexosaminidase et un substrat de 
glucosidase, et/ou 
30 - un activateur d' hexosaminidase, et/ou 

- inhibiteur d' hexosaminidase . 

Par "compose selectivement inhibiteur de I'activite de 
1 ' hexosaminidase de C. tropicalis'', on entend tout compose capable 
d'inhiber de maniere selective I'activite de 1 'hexosaminidase de 
35 C. tropicalis. Par exemple, les composes de type amide de formule 
decrite ci-dessus ont la propri6t6 d'inhiber specif iquement 
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I'activite hexosaminidase des C. tropicalis, sans affecter celle des 
C. albicans. 

Par "identification", on entend la detection et/ou la 
quantification. 

5 Par " echantillon on entend notamment tout prelevement 

de type biologique, une souche ou un ensemble de souches de levure 
isolees par exemple apres culture. 

On expose ci -apres, de maniere generale la composition du 
milieu de culture, exprimee en g/1 de milieu final. 
10 Le milieu comprend une base, nutritive necessaire au 

developpement des levures et des inhibiteurs specifiques de 
1 'hexosaminidase des C. tropicalis selon I'invention. 

Les elements constitutifs de la base nutritive 
comprennent : 

15 -des peptones de 0,01 a 40 g/1, telles que la 

peptone de viande, le produit commercialism par la society 
bioMerieux sous la marque bioSoyase ou analogue, ou encore un 
melange de peptones ; de preference, la peptone ou le melange de 

6 a/1 + 0.5 o/l ; 
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Le substrat chromogene ou fluorigene peut etxe tout 
substrat chromogene ou fluorigene hydrolysable par une 
hexosaminidase, telle qu'une galactosaminidase, glucosaminidase ou 
mannosaminidase, pour liberer un produit colore ou fluorescent. De 
5 preference, le substrat est choisi parmi ceux presentant une forte 
coloration ou fluorescence avec peu de molecules, et n'induisant pas 
de modification du metabolisme des microorganismes, except^ pour 
I'activite enzymatique recherchee. Ces substrats sont de preference 
choisis, pour les substrats chromogenes, parmi ceux comprenant un 

10 groupement chromophore tel qu'un indolyle substitue ou non, et 
notamment parmi le 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-N-acetyl-f3-D- 
glucosaminide, le 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-N-acetyl-13-D- 

galactosaminide, 6-Chloro-3-indolyl-N-acetyl-f3-D-glucosaminide ou le 
5-Bromo-6-chloro-3-indolyl-N-acetyl-li-D-glucosaminide de 20 a 600 

15 mM, avantageusement le 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-N-acetyl"f3-D- 
glucosaminide a 200 mM, et pour les substrats fluorigenes, parmi la 
4-Methylumbelliferyl-N-acetyl-b-D-galactosaminide, la 4- 

Methylumbellif6ryl-N-acetyl-b-D-glucosaminide. 

L'inhibiteur specif ique de 1 ' hexosaminidase des levures de 

20 I'espece C. troplcalis est choisi pref erentiellement dans le groupe 
des composes de type amide (I) ou leurs melanges. II est notamment 
choisi parmi les amides telles que la formamide, I'acetamide, la 
propionamide, la glycinamide, la succinamide, et autres . La quant ite 
du compose de type amide est comprise entre 0,01 et 20 g/1- De 

25 preference l'inhibiteur choisi est l*ac6tamide a 1 g/1. 

Afin d'obtenir pour les levures de I'espece C. albicans une 
activite intense et precoce, il peut avantageusement etre ajoute au 
milieu de culture un activateur d ' hexosaminidase tel que decrit dans 
le document FR-A-2 . 684 . 110 . De meme un inhibiteur ou un melange 

30 d' inhibiteurs des bacteries, permettant d'inhiber la croissance des 
bacteries a Gram positif et de celles . a Gram negatif, sans affecter 
celle des levures, et si possible des champignons, peut etre ajoute 
au milieu. De preference, les inhibiteurs de bacteries sont choisis 
dans le groupe des antibiotiques tels que gentamicine, 

35 chloramphenicol, p^nicilline, streptomycine, cycloheximide , 

neomycine, tetracycline, oxytetracycline ou un melange 
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d'antibiotiques, et/ou parmi la tellurite, un molybdate et 

analogues, ou leurs melanges. Avantageusement, on choisit le 

chloramphenicol (0,5 g/1) , ou un melange de gentamicine (0,1 g/1) et 
de chloramphenicol (0,05 g/1). II est egalement possible d'inhiber 

5 la croissance des bacteries en diminuant le pH du milieu jusqu'a un 
pH acide. 



Comme cela est demontre par les exemples ci-apres, la 
reaction d'hydrolyse enzymatique reste specif ique au dela de 24 
10 heures d ' incubation . 

Exemple 1 : 

Des essais ont ete realises pour tester I'effet .:de 
I'ac^tamide sur I'activite hexosaminidase des levures- 
15 Deux milieux ont ete prepares selon les techniques 

habituelles. Le premier milieu ci-apres designe Milieu I contient 
tous les elements de la base nutritive, ainsi qu'un substrat 
chromogene d'une hexosaminidase et un melange inhibiteur de 
bacteries . 

20 La composition du Milieu I pour un litre de milieu final 

est la suivante : 

- bioSoyase (bioMerieux) 6,0 g 

- extrait de levure (bioMerieux) 1,5 g 

- glucose (Merck) 1,0 g 

25 - tampon phosphate (Merck) 10,0 mM 

- Mn2+ (Merck) 1,0 mM 

- 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-N-acetyl- - 

ft-D-glucosaminide (Biosynth) 0,1 g 

- gentamicine ...0,1 g 

30 - chloramphenicol 0,05 g 

- agar (bioMerieux) 15,0 g 

Le pH du milieu a ete a juste aux environs de 7. 

Le second milieu appele Milieu II correspond au milieu 
selon 1' invention et contient tous les elements ci-dessus decrits 
35 pour le Milieu I, plus 1* inhibiteur specif ique de 1 • hexosaminidase 



10 



des C. troplcalis, c ' est-a-dire un compose acetamide (Sigma) k 1,0 

g- 

Sur ces deux milieux, 12 souches de levures ont ete 
directement cultivees en boite de Petri. Les souches provenant de la 
5 collection de la demanderesse , appartiennent aux especes suivantes : 
C. albicans (3 souches), C. glahrata (2 souches), C. krusei (1 
souche), C. parapsilosis (1 souche) , C. troplcalis (3 souches), 
Saccharomyces cerevisiae (1 souche), Trichosporon spp. (1 souche). 
Les boites ont ete incubees a 37**C pendant 48 heures. Les colonies 

10 formees ont ete examinees visuellement , respectivement apres 24 et 
48 heures d' incubation selon les interpretations suivantes : 

les colonies bleues correspondent a des souches 
produisant la N-acetyl-Ii-D-glucosaminidase appartenant a priori a 
I'espece C. aiJbicans ; 

15 - les colonies blanches correspondent aux souches ne 

produisant pas 1' enzyme precitee ou dont cette enzyme est inhibee 
par le compose de type amide, elles appartiennent done a d'autres 
especes de levures qui seront alors a identifier a I'aide des 
techniques habituelles . 

20 

Les resultats sont presentes dans le tableau I ci-apres : 

TABLEAU I 







Coloration 






k 


24 heures 


a 


48 heures 


Especes 


Milieu 


Forte 


Faible 


Nulle 


Forte 


Faible 


Nulle 


C. aijbicans 


I 


1* 


2 




3 








II 


1 


^ 2 




3 






C. glabrata 


I 






2 






2 


II 






2 






2 


C. krusei 


1 I 






1 






1 




II 






1 






1 


C. parapsilosis 


I 






1 






1 




II 






1 






1 


C. troplcalis 


I 






3 


3 








II 






3 "1 




1 ^ 


2 


S, cerevisiae 


I 






1 






1 




II 






1 






1 


Trichosporon 


I 






1 


1 








II 






1 


1 







25 



* : nombre de souches, = 0 
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Comme cela ressort du tableau I ci-dessus, I'apport du 
compose de type amide pemet une detection specif ique des souches de 
C. albicans. En effet, seules les souches de C. albicans, ainsi 
5 qu'une souche de Tiichospom apres 48 heures d' incubation 
uniqueraent, produisent des colonies colorees sur le milieu selon 
1' invention. Les colonies de C. tropicalis qui sont bleues apres 48 
heures sur le Milieu I donnent des colonies incolores sur le Milieu 
II, sauf une tres faiblement coloree apres 48 heures d' incubation. 

10 

Exeaple 2 ; 

L' experience de I'exemple 1 a ete reproduite mais en 
utilisant des milieux liquides au lieu de milieux gelifies. Les 
milieux III et IV correspondent done aux milieux I et II de 
15 I'exemple 1 mais sont d6pourvus d'agar. Par ailleurs, la 
concentration du 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-N-acetyl-b-D- 
glucosaminide est de 150 mg/1 de milieu final pour une utilisation 
en milieu liquide. Les milieux ont ete repartis en ampoules en 

1p T.p«i qfiuches ^tudiees sont les 
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TABLEAU II 







Coloration 






a 


24 heures 


a 


48 heures 


Especes 


Milieu 


Forte 


Faible 


Nulle 


Forte 


Faible 


Nulla 


C. albicans 


III 


1 1* 


2 




3 








IV 


1 


2 




3 






C. glabra ta 


III 






2 






2 




IV 






2 






2 


C. krusel 


III 






1 






1 




IV 






1 






1 


C. parapsllosls 


III 






1 






1 




IV 






1 






1 


C. troplcalls 


III 




2 


1 


3 








IV 






3 




2 


1 


S. cerevlslae 


III 






1 






1 




IV 






1 






1 


Trl chospo ron 


III 






1 




1 






IV 






1 




1 





5 * : nombre de souches, "-" = 0 

Comme cela ressort du tableau II ci-dessus, I'apport du 
compose amide permet une detection specifique des souches de 
C. albicans. En effet apres 24 heures d ' incubation, seules les 

10 souches de C. albicans donnent des tubes colores en bleu dans le 
milieu selon 1' invention. Les souches de C. troplcalls qui donnent 
des tubes colores dans le Milieu III donnent des tubes incolores 
dans le Milieu IV. Apres 48 heures d* incubation la coloration des 
tubes comportant des souches de C. troplcalls est egalement inhibee 

15 ou au moins tres fortement reduite. 



Exemple 3 : 

Des essais ont et6 realises pour tester 1' effet de 
I'ac^tamide sur I'activite hexosaminidase des levures en presence 
20 d'un activateur specifique de cette enzyme. 

L* experience de 1' exemple 1 a ete reproduite mais en 
ajoutant au milieu de la N-Acetyl-glucosamine . Les milieux V et VI 
correspondent done aux milieux I et II de 1* exemple 1 auxquels on a 
ajout^ de la N-Ac6tyl-glucosamine ^ 1,0 g/1 de milieu final. Les 
25 souches ^tudi^es sont les memes que dans 1' exemple 1. Elles ont ete 
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directement cultivees en boite de Petri. Les boites ont ete incubees 
a 37**C pendant 48 heures, Les colonies formees ont ete examinees 
visuellement, respectivement apres 24 et 48 heures d' incubation 
selon les interpretations de I'exemple 1. 

Les resultats sont presentes dans le tableau III ci-apres : 



TABLEAU III 







Coloration 






a 


24 heures 


a 


48 heures 


Especes 


Milieu 


Forte 


Faible 


Nulle 


Forte 


Faible 


Nulle 


C. albicans 


V 


2* 


1 




3 








VI 


2 


1 




3 






C. glabra ta 


V 






2 






2 




VI 






2 






2 


C. krusei 


V 






1 






1 




VI 






1 






1 


C. parapsilosis 


V 






1 






1 




VI 






1 






1 


C. tropicalis 


V 






3 


3 








VI 






3 






3 


S. cerevisiae 


V 






1 






1 . 




VI 






1 






1 


Trichosporon 


V 






1 


1 








VI 






1 


1 
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* : nombre de souches, "-" = 0 



Comme cela ressort du tableau III ci-dessus, I'apport du 
compose de type amide permet une detection specifique des souches de 

15 C. albicans. En effet, seules les souches de C. albicans, ainsi 
qu'une souche de Trichosporon apres 48 heures d* incubation 
uniquement, produisent des colonies colorees sur le milieu selon 
1' invention. Les souches de C. tropicalis qui sont bleues sur le 
Milieu V donnent des colonies incolores sur le Milieu VI. L'ensemble 

20 de ces deux milieux permet done egalement une identification 
specifique des levures de I'espece C. tropicalis puisqu' apres 48 
heures d' incubation, elles sont les seules a etre positives sur le 

mi 1 1 pii V f^t npn;5tivpc; Qiir 1p milipn VT 
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Exen^le 4 : 

Des essais ont ete realises pour tester I'effet d'un 
melange de composes amides sur I'activite hexosaminidase des levures 
en presence d'un activateur specif ique de cette enzyme. 
5 L' experience de I'exemple 3 a ete reproduite mais en 

ajoutant au milieu VI de la formamide a 0,5 g/1 de milieu final 
(milieu VIII), le milieu VII etant identique au milieu V de 
I'exemple 3. Les souches etudiees sont les memes que dans I'exemple 
3. Elles ont €te directeraent cultiv^es en boite de P^tri. Les boites 
10 ont ete incubees a 37**C pendant 48 heures. Les colonies form^es ont 
ete examinees visuellement, respectivement apres 24 et 48 heures 
d* incubation selon les interpretations de I'exemple 1. 

Les resultats sont presentes dans le tableau IV ci-apres : 

15 

TABLEAU IV 







Coloration 








24 heures 




48 heures 


Esp^ces 


Milieu 


Forte 


Faible 


Nulle 


Forte 


Faible 


Nulle 


C. albicans 


VII 


2* 


1 




3 








VIII 


2 


1 




3 






C. glahrata 


VII 






2 






2 




VIII 






2 






2 


C. krusBi 


VII 






1 






1 




VIII 






1 






1 


C. parapsilosls 


VII 






1 






1 




VIII 






1 






1 


C. troplcalis 


VII 






3 


3 








VIII 






3 ^ 






3 


S. cerevlsiae 


VII 






1 






1 




VIII 






1 






1 


Trichosporon 


VII 






1 


1 








VIII 






1 




1 





* : nombre de souches, "-" = 0 

20 

Comme cela ressort du tableau IV ci-dessus, I'apport d'un 
second compose de type amide permet une detection encore plus 
specifique des souches de C. albicans . En effet, seules les souches 
de C. albicans produisent des colonies signif icativement colorees 
25 sur le milieu selon 1' invention. Les souches de C. tropicaiis qui 



sont bleues sur le Milieu VII donnent des colonies incolores sur le 
Milieu VIII et la souche de Trichosporon fortement coloree apres 4 8 
heures d' incubation sur le milieu VII ne I'est plus que tres 
faiblement sur le milieu VIII, 

5 

Exemple 5 : 

Des essais ont ete realises pour tester I'interet de 
combiner un substrat d' hexosaminidase et un substrat de 
fi-glucosidase dans des milieux pour I'isolement et 1 • identification 

10 des levures. 

Au milieu I de 1' exemple 1, il a ete ajoute un substrat de 
15-glucosidase, le 6-Chloro-3-indolyl-fl-D-glucoside, a 0,07 g/1 
(milieu IX) . A ce milieU/ il a 6te ajoute soit un activateur 
d' hexosaminidase (N-Acetyl-glucosamine) a lg/1 (milieu X), soit un 

15 inhibiteur de 1 'hexosaminidase des C, tropicalis (Acetamide) a 1 g/1 
(milieu XI), soit une combinaison de 1' activateur et 1' inhibiteur 
precites aux memes concentrations (milieu XII) . 

Sur ces quatre milieux, dix-huit souches de levures ont ete 
directement cultivees en boites de Petri. Les souches, provenant de 

20 la collection de la demanderesse, appartiennent aux especes 
suivantes : C. albicans (3 souches), C. glaibrata (2 souches), 
C, guilliermondii (2 souches), C- kefyr (2 souches), C. krusei (1 
souche), C. lusitaniae (2 .souches), C. parapsilosis (1 souche), 
C. tropicalis (3 souches), Saccharomyces cerevisiae (1 souche), 

25 Trichosporon spp.. (1 souche) . Les boites ont ete incubees a 37 °C 
pendant 48 heures. Les colonies formees ont ete examinees 
visuellement, respectivement apres 24 et 48 heures- d' incubation 
selon les interpretations suivantes : 

les colonies bleues correspondent a des souches 

30 produisant la N-acetyl-I5-D-glucosaminidase appartenant a priori a 
I'espece C- albicans ; 

- les colonies roses correspondent a des souches produisant 
la li-D-glucosidase appartenant a priori aux especes 
C. guiliier/nondii, C. kefyr, C. lusitaniae, et C. tropicalis ; 

35 - les colonies mauves correspondent a des souches 
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— les colonies blanches correspondent aux souches ne 
produisant aucune des enzymes precitees ou dont ces enzymes sont 
inhib^es, elles appartiennent done ^ d'autres especes de levures qui 
seront alors a identifier a I'aide des techniques habituelles. 

Les resultats sont presentes dans le tableau V ci-apres : 
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TABLEAU V 



Coloration 





a 


24 heures 


a 


48 heures 


Especes 


Milieu 


Forte 


Faible 


Nulle 


Forte 


Faible 


Nulle 




IX 


I'bleue* 


2-bleue 




3-bleue 






C ^ 1 hi n <; 

^ • CI ^ JL^U- W CZ i i o 


X 


2-bleue 


1 — bl ptip 




3-bleue 








XT 

^ X 


1-bleue 


^ UXCLlC 




3— bleue 








XII 


2-bleue 


1 — h 1 piip 

X Jm^X^UC 




3— bleue 








IX 






2 






2 


C nl ^hr/^t^ 


X 






2 






2 




XI 






2 






2 




XII 






2 






2 




IX 






2 


2-rose 






m 11 1 1 1 ^ T"mo r\H i i 

^> ^ U ^ X J. X CrX UJL X 


X 






o 


2— rose 




2 




XT 

^ X 






2 


2— rose 




2 




XII 






2 




2— rose 


2 




IX 





2 *~rose 


2 


2-rose 




2 


• A. & X y X 


Y 




^ X w O C 


2 


2— rose 




2 




XT 

^ X 




^ X w 


2 


2— rose 




2 




XII 




2— rose 


2 


2-rose 




r 2 




IX 


_ 




1 






1 


^* /WXUOC7X 


X 






1 

X 










XI 






1 






1 




XT T 

/v X X 


- _ - 




X 






X 




IX 






2 


1-rose 


1 — T~0 «5 ^ 
X X W O C7 


2 


XLioxi.aiiXacr 


Y 
/\ 






^ 2 


2— rose 




2 




XT 

^ X 






2 


1 —rose 




2 




XII 






2 


2— rose 




2 




IX 







1 






1 


u • ^M^U ^ U l^y ^ J. ^ ^ tj 


X 






1 






1 




XI 


" _ - 




1 






1 




XII 






^ 1 






1 




IX 


2-rose 


1-rose 




2-mauve 


1-rose 




C, tropicalis 


X 


2'rose 


1-rose 




2 -mauve 


1-rose 


3 




XI 


2-rose 


1-rose 




3^ose 




3 




XII 


2-rose 


1-rose 




3-rose 




3 




IX 






1 






1 


S. cerevisiae 


X 






1 






1 




XI 






L 1 






1 1 




XII 






1 






1 




IX 






1 


1 






Trichosporon 


X 






1 






1 




XI 






1 






1 




XII 






1 




1 





* : nombre de souches-couleur des colonies, = 0 
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Coinme cela ressort du tableau V ci-dessus, I'apport d'une 
combinaison d'un substrat d ' hexosaminidase et d'un substrat de 15- 
glucosidase permet une detection d'un nombre plus important 
d'especes de levure. En effet, il est possible. sur les milieux selon 
5 1' invention de distinguer les souches de C. albicans d'une part, 
celles de C. gullllermondli, C. kefyr, C. lusltanlae, et 
C. troplcalls de 1* autre, des autres especes de levures. Les milieux 
X, XI et XII, illustre 1 ' interet d'associer cette combinaison de 
substrat a un activateur d' hexosaminidase, a un inhibiteur 

10 specifique de 1 ' hexosaminidase des souches de C. troplcalls ou au 
melange des deux. Sur le milieu X la detection des souches de 
C. albicans est plus rapide que sur le milieu IX, sur le milieu XI, 
la difference entre les souches de C. albicans et celles de 
C. troplcalls est plus nette et le milieu XII combine les avantages 

15 des milieux X et XI . 
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REVENDICATIONS 



1- Milieu de culture et d' identification specif ique de 
5 levures comprenant un substrat chromogene ou fluorigene, 
susceptible d'etre hydrolyse par une enzyme du groupe des 
hexosaminidases, caracterise en ce que le milieu comprend en 
outre au moins un compose selectivement inhibiteur de I'activite 
hexosaminidase de C. tropicalis , 

10 

2. Milieu, selon la revendication 1, caracterise en ce 
que le compose selectivement inhibiteur est une amide de formule 
(I) : 

15 (I) R-(CO-NR'R' • )n 

dans laquelle, premierement, soit R, R' et R* ' sont, 
independamment les uns des autres, constitues par : 
- un a tome d'hydrogene, 
20 - une chalne hydrocarbonee, saturee ou insaturee, 

aliphatique ou cyclique, comportant eventuellement au moins un 
heteroatome, 

soit chacun des R et/ou R' et/ou R' ' forment ensemble une chaine 
hydrocarbonee cyclique, saturee ou insaturee, comportant 
25 eventuellement au moins un heteroatome, 

deuxiemement , n est un nombre entier superieur ou egal a 1* 

3. Milieu, selon la revendication 1, caracterise en ce 
que le compose selectivement inhibiteur est une amide de formule 

30 (I) : 



(I) R-(CO-NR*R' • )n 

dans laquelle, premierement , soit R, R' et R* V sont/ 
35 independamment les uns des autres, constitues par : 
- un a tome d'hydrogene. 
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- une chains hydrocarbonee, saturee ou insaturee, 
aliphatique ou cyclique, eventuellement interrompue par au moins 
un heteroatome, 

soit chacun des R et/ou R' et/ou R' ' forment ensemble une chaine 
5 hydrocarbonee cyclique, saturee ou insaturee, comportant 
eventuellement au moins un heteroatome, 

deuxiemement, n est un nombre entier superieur ou egal a 1. 

10 4. Milieu, selon les revendications 1 a 3, caracterise 

en ce que le compost selectivement inhibiteur est une amide de 
formule (I) : 

(I) R- (CO-NR'R' • ) n 

15 

dans laquelle, premierement , R, R' et R* ' sont, independamment 
les uns des autres, constitues par : 

- un atome d' hydrogens, 

- une chaine hydrocarbonee aliphatique, 
20 et, deuxi6mement, n est egal a 1 ou 2. 

5. Milieu, selon les revendications 1 a 4, caracterise 
en ce que le compose selectivement inhibiteur est une acetamide . 

25 6. Milieu, selon les revendications 1 a 5, caracterise 

en ce qu' il comprend un activateur specif ique de 1' enzyme 
hexosaminidase de C. albicans. ~ 

7. Milieu, selon la revendication 6, caracterise en ce 
30 que 1' activateur specif ique de 1' enzyme hexosaminidase est la N- 

acetyl-glucosamine . 

8. Milieu, selon les revendications precedentes, 
caracterise^ en ce qu' il comprend un melange de composes 

35 selectivement inhibiteurs. 
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9. Milieu, selon la revendication 8, caracterise en ce 
que le melange de composes selectivement inhibiteurs est 
constitue d'acetamide et de formamide. 

5 10. Milieu, selon les revendications 1 et 9, 

caracterise en ce que le milieu est gelifie et comprend pour 1 
litre : 

- peptones ou melange de peptones 0,01-40 g 

- extrait de levure 0,01-40 g 
10 - glucose (source de carbone) 0-10 g 

- tampon phosphate (pH entre 5 et 8/5) 2,5-100 mM 

- 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-N-acetyl- 

fi-D-glucosaminide (Biosynth) 20-600.10"^ M 

- acetamide (Sigma) 0,01-20 g 
15 - inhibiteur de bacteries 0-20 g 

- agar 11-20 g 

11- Milieu selon les revendications 9 et 10 comprenant 
de plus de la N-acetyl-glucosamine a 1,0 g/1. 

20 

12. Milieu selon les revendications 10 et 12 comprenant 
de plus de la formamide a 0,5 g/1. 

13. Milieu pour la detection et 1' identification 
25 specifique de levures, caracterise par le fait qu^ il comprend 

deux substrats, un premier substrat, chromogene ou fluorigene, 
susceptible d' etre hydrolyse par une enzyme du groupe des 
hexosaminidases, et un second substrat, chromogene ou 
fluorigene, susceptible d'etre hydrolyse par une enzyme du 
30 groupe des glucosidases . 

14. Milieu, selon la revendication 13, dans lequel 
chaque substrat est constitue d' une partie specifique de 
1' enzyme et d' une partie marqueur, caracterise par le fait que 

35 la partie marqueur du premier substrat est diff^rente de la 
partie marqueur du second substrat. 
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15. Milieu, selon I'une quelconque des revendications 
13 ou 14, caracteris^ par le fait qu' il comprend un activateur 
et/ou un inhibiteur d' hexosaminidase . 

16. Milieu, selon la revendication 15, caract^rise par 
le fait que I'activiteur est constitue par une hexosamine et/ou 
una hexosaminidine et/ou que 1' inhibiteur reprend les 
caracteristiques de I'une quelconque des revendications 1 a 12. 

17. Milieu, selon I'une quelconque des revendications 
13 a 16, caracterise par le fait que le substrat 
d' hexosaminidinase est constitue par un derive d' indoxyl et/ou 
que le substrat de glucosidase est constitue par un derive 
d' indoxyl . 

18. Milieu, selon I'une quelconque des revendications 1 
a 17, caracterise par le fait que le milieu est liquide ou 
gelifie. 

19. Precede d' analyse microbiologique pour identifier 
selectivement la levure C. albicans et/ou C. troplcalls et/ou 
differencier les levures C, albicans et C. troplcalls, 
caracterise en ce que I'on met directement 1 ' echantillon a 
analyser au contact d'au moins un milieu d ' identification selon 
I'une quelconque des revendications 1 a 12. 

20. Precede d' analyse microbiologique pour detecter et 
identifier selectivement certaines especes de levures Candida, 
caracterise en ce que I'on met directement 1' echantillon en 
contact avec un milieu selon I'une quelconque des revendications 
13 ou 18, que I'on attend que des colorations apparaissent dans 
le milieu et que I'on identifie, par des differences de 
colorations, les C. albicans par rapport, d'une part, aux 
C. gullllermondil, C. kefyr, C. lusltanlae et/ou C. troplcalls 
et, d' autre part, aux autres Candida, ainsi que les 
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C. guilllermondii, C. kefyr, C. lusitaniae et/ou C. tropicaiis 
par rapport aux autres Candida . 

21. Precede, selon la revendication 20, caracterise en 
5 que I'on attend entre 36 et 60 heures et avantageusement 
sensiblement 48 heures, lorsque le milieu ne contient pas 
d'activateur ou d'inhibiteur selon I'une quelconque des 
revendications 15 ou 16. 

10 22 . Procede, selon la revendication 20, caracterise en 

que I'on attend entre 18 et 30 heures et avantageusement 
sensiblement 24 heures, lorsque le milieu contient un activateur 
ou un inhibiteur selon I'une quelconque des revendications ^15 ou 
16. 

15 

23. Precede, selon I'une quelconque des revendications 
20 a 22, caract^risee en ce que I'on identifie C. albicans, 
C. guilliermondii, C. kefyr, C. lusitaniae et/ou C. tropicaiis 
par rapport aux autres Candida, lorsque le milieu contient : 
20 - un substrat d' hexosaminidase , et/ou 

- un substrat de glucosidase, et/ou 

- un activateur d' hexosaminidase, et/ou 

- inhibiteur d' hexosaminidase . 

25 24, Precede, selon I'une quelconque des revendications 

20 a 23, caracterisee en ce que I'on identifie C. albicans par 
rapport aux C. guilliermondii, C. kefyr, ~C. lusitaniae, 
C. tropicaiis et/ou aux autres Candida , lorsque le milieu 
contient : 

30 - un substrat d' hexosaminidase et un substrat de glucosidase, 
et/ou 

- un activateur d' hexosaminidase, et/ou 

- inhibiteur d' hexosaminidase . 



